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Karakterizacija interakcije katepsina B s heparinom z mestno-specifično 
mutagenezo  
Povzetek 
Katepsin B pripada družini papainu podobnih cisteinskih proteaz. Sodeluje pri vrsti 
celičnih procesov, kjer je odgovoren za cepitev proteinov. Posebna zaporna zanka mu 
omogoča tako endo- kot eksopeptidazno aktivnost. Pretežno se nahaja v lizosomu. Mnoge 
študije so ga identificirale kot pomembnega pri različnih patoloških stanjih, med drugim 
tudi pri artritisu, Alzheimerjevi bolezni in raku. Pri slednjem odigra pomembno vlogo pri 
migraciji tumorskih celic s cepitvijo komponent zunajceličnega matriksa. Zaradi tega se 
je pojavila potreba po raziskovanju inhibitorjev tega encima. 
Eno izmed obetavnih področij je alosterična regulacija, kjer se molekule vežejo v mesto 
oddaljeno od aktivnega mesta. S tem sprožijo konformacijsko spremembo v encimu, ki 
privede do njegove spremenjene aktivnosti. Znano je, da je heparin alosterični inhibitor 
katepsina B. Njegovo vezavno mesto je bilo računalniško umeščeno na območja s 
presežkom pozitivnega naboja na površini, kar se sklada s pretežno negativnim nabojem 
na heparinu. V sklopu naše naloge smo nadaljevali raziskave na področju identifikacije 
vezavnega mesta za heparin. 
Pripravili smo kombinacije treh mutantov, ki so bile v dosedanjih študijah najbolj 
obetavne: R85A, K130A in K141A. S tremi dvojnimi ter enim trojnim mutantom smo 
izvedli kinetične meritve v prisotnosti heparina in določili vrednosti ravnotežne konstante 
disociacije KD ter jih primerjali z divjim tipom. Pokazali smo, da so ta mesta sicer 
odgovorna za vezavo heparina, vendar niso edina. Heparin se je še vedno vezal, afiniteta 
se je znižala v podobnem redu velikosti kot pri enojnih mutantih. Vezavnega mesta nismo 
uspeli nedvoumno pokazati.  
Prav tako smo poskušali identificirati male organske molekule, ki bi lahko na divji tip 
katepsina B delovale podobno kot heparin. Izmed vseh preiskanih smo identificarali le eno: 
kavno kislino. Vezavo smo okarakterizirali – gre za linearni akompetitivni inhibitor z 
vrednostjo 𝐾𝑖𝑢 približno 110 µM. 
 
 
Ključne besede: katepsin B, heparin, alosterična regulacija, inhibitor  
 
 
Characterization of interaction of cathepsin B with heparin by site-specific 
mutagenesis  
Abstract 
Cathepsin B belongs to the family of papaine-like cysteine proteases. It is involved in 
numerous cellular processes and can cleave a variety of proteins. A unique structure 
called the occluding loop enables it to exhibit endo- and exopeptidase activity. It is usually 
located within the lysosome. Many studies have identified cathepsin B in pathological 
processes, including arthritis, Alzheimer's disease and cancer. In the latter it plays an 
important role during migration of tumor cells by cleaving different proteins of the 
extracellular matrix. These findings have stimulated research of different inhibitors of 
cathepsin B. 
One such possibilitya is by allosteric regulation, where the regulatory molecule binds to 
the enzyme at a site distant from the active site. Its binding triggers conformational 
changes which affects enzyme activity. It is known that heparin is an allosteric inhibitor 
of cathepsin B. Computational simulations proposed that two clusters of positively 
charged residues on the surface of cathepsin B are directly responsible for the binding of 
negatively charged heparin. The aim of our study was to extend current studies of the 
location of the binding site and to unambiguously determine its location. 
We prepared mutant variants of recombinant human cathepsin B carrying two or three 
mutations of residues R85A, K130A and K141A, which were previously indicated to be 
involved in the binding of heparin. Kinetic studies were performed to determine the 
equilibrium dissociation constants KD for heparin. Comparison with the wild type showed 
that the investigated residues contribute to the binding of heparin, but there are also other 
residues involved. Heparin still bound to cathepsin B and the affinity of binding was 
comparable to single mutants. The binding site for heparin is thus still not unambiguously 
determined. 
In addition, a small compound library was screened in search of molecules, which act 
similarly on cathepsin B as heparin. Only one was identified: caffeic acid. We showd that 
it acts as a linear uncompetitive inhibitor with an 𝐾𝑖𝑢 value about 110 µM. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
% (V/V) volumski odstotek 
% (m/V) masno volumski odstotek 
angl.  angleško 
APS  amonijev persulfat  
BSA  goveji serumski albumin  
Da  dalton 
DMSO  dimetil sulfoksid 
DNK  deoksiribonukleinska kislina 
dNTP  deoksinukleozidtrifosfat 
DTT  ditiotreitol 
E. coli  Escherichia coli 
E-64   transepoksisukcinil-levcilamido-(4-gvanidino)-butan 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
FPLC   hitra proteinska tekočinska kromatografija (angl. fast protein liquid chromatography) 
IPTG   izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid 
KD   ravnotežna konstanta disociacije 
Km   Michaelisova konstanta 
LB   osnovno  ̧nedefinirano gojišče Luria-Bertani (ali angl. Lysogeny Broth) 
LBACT  gojišče LB z dodanim ampicilinom, kloramfenikolom in tetraciklinom 
NaDS   natrijev dodecilsulfat 
NaOAc   natrijev acetat 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PDB  zbirka proteinskih struktur (angl. Protein Data Bank) 
NaDS PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti SDS 
TEMED  N,N,N′,N′-tetrametiletan-1,2-diamin 
Tris   2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol 
UV  ultravijolično 
VIS  vidna svetloba 
Z-FR-AMC  benziloksikarbonil-FR-7-amido-4-metilkumarin 
α  alfa 













alanin Ala A izolevcin Ile I 
arginin Arg R levcin Leu L 
asparagin Asn N lizin Lys K 
aspartat Asp D metionin Met M 
cistein Cys C prolin Pro P 
fenilalanin Phe F serin Ser S 
glicin Gly G tirozin Tyr Y 
glutamat Glu E treonin Thr T 
glutamin Gln Q triptofan Trp W 
histidin His H valin Val V 
 
 
Karakterizacija interakcije heparina s katepsinom B z mestno-specifično mutagenezo, Blaž Lebar 
1 
1 Uvod  
1.1 Proteaze  
Proteaze so encimi, ki so prisotni v vseh živih organizmih. V splošnem so odgovorni za 
razgrajevanje proteinov, sodelujejo pa v raznovrstnih procesih – vpliv na lokalizacijo in 
aktivnost proteinov, sestavljanje večjih bioloških molekul, tvorba, prenos in ojačanje 
celičnih signalov, podvajanje in prevajanje DNA, proliferacija in diferenciacija celic, 
strjevanje krvi, imunski odziv, vnetja, nekroza, apoptoza, rak ter mnogi drugi. Pri človeku 
predstavljajo več kot 10 odstotkov vseh znanih encimov [1,2].  
1.1.1 Klasifikacija proteaz 
Proteaze spadajo med hidrolaze, kar pomeni, da za cepljenje peptidnih vezi uporabljajo 
molekulo vode. Poznamo tako relativno nizko specifične proteaze, ki prepoznajo in cepijo 
veliko tarč, kakor tudi visoko specifične, ki so se izkazale za zelo uporabne tudi v 
biotehnologiji. Večina jih je sposobnih cepitve α-peptidne vezi, poznamo pa tudi takšne, 
ki cepijo izopeptidno vez (na primer deubikvitinaze, ki odcepljajo ubikvitin, konjugiran 
na razne proteine). Delimo jih prav tako na endopeptidaze, ki cepijo znotraj peptidnega 
zaporedja, ter eksopeptidaze, ki odcepljajo peptide bodisi z amino- ali karboksilnega 
konca [2]. Podatkovna baza proteaz MEROPS jih razvršča v devet razredov glede na 
mehanizem cepitve vezi: aspartatne, cisteinske, glutamatne, metalo-, asparaginske, 
mešane, serinske, treoninske in tiste z neznanim mehanizmom [3]. 
1.1.2 Cisteinski katepsini 
Cisteinski katepsini so proteaze, ki spadajo v skupino papainu podobnih cisteinskih 
proteaz. Najdemo jih pretežno v lizosomih – celičnih organelih s kislim pH, odgovornih 
za razgradnjo raznovrstnih celičnih in zunajceličnih molekul, ki poleg proteaz vsebujejo 
še lipaze, amilaze in nukleaze. Za optimalno aktivnost (cepitev peptidnih vezi) 
potrebujejo reduktivno in rahlo kislo okolje, kakršno jim ponuja lizosom. So široko 
specifični, svoje substrate pa najpogosteje cepijo za bazičnim ali hidrofobnim 
aminokislinskim ostankom. Vsak pripadnik izkazuje lastno substratno specifičnost na P2 
ostanku substrata [4]. V skupino cisteinskih katepsinov pri človeku uvrščamo katepsine 
B, C, F, H, K, L, O, S,V, X in W [5]. 
Poleg lokalizacije v lizosomih lahko cisteinske katepsine najdemo tudi v endosomih, 
citoplazmi, jedru ter v zunajceličnem prostoru [6,7]. Povišana koncentracija izven 
lizosoma pogosto nakazuje na patološko stanje - rak, artritis, bolezni srca in ožilja, 
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ipd. [8,9]. V zunajceličnem prostoru sodelujejo pri reorganizaciji zunajceličnega matriksa 
(ECM), kjer cepijo med drugim tudi molekule kolagena in elastina, ter procesiranju 
citokinov in kemokinov, kar pomeni, da je njihova vloga v organizmih zelo kompleksna 
[10,11]. Izmed vseh predstavnikov so tkivno specifični le katepsini K, S, V in W [12]. 
Cisteinski katepsini imajo papainsko zvitje, ki je sestavljeno iz dveh domen: leve (L; 
sestavljena iz treh vijačnic) in desne (R; odprt β-sodček). Dvodomenska struktura ima 
odprtino na vrhu, kjer se tudi nahaja katalitično oz. aktivno mesto. Slednje vsebuje 
katalitično diado Cys-His (tiolat-imidazolijev ionski par), kjer vsak aminokislinski 
ostanek pripada drugi domeni [13]. Cisteinski katepsini so v glavnem monomerni encimi 
z molekulsko maso okrog 30 kDa, razen katepsina C, ki je v tetramerni obliki velik okrog 
200 kDa [12]. 
Večina cisteinskih katepsinov ima endopeptidazno aktivnost, nekateri predstavniki pa 
imajo samo eksopeptidazno ali celo endo- in eksopeptidazno aktivnost. Sintetizirajo se 
kot preproencimi, kar pomeni, da sprva še niso aktivni. Najprej se jim pri prehodu skozi 
endoplazemski retikulum odstrani N-končni signalni peptid. Preostali propeptid sodeluje 
pri pravilnem zvijanju ter usmerjanju encima v lizosom preko manoza-6-fosfatnega 
receptorja [4,14]. V kislem pH lizosoma se odcepi še N-končni propeptid, ki prekriva 
aktivno mesto. Študije in vitro so pokazale, da slednja cepitev poteče praviloma 
avtokatalitično (bimolekularen oz. intermolekularen proces), lahko pa jo izvedejo tudi 
druge proteaze [15-17].  
Mehanizem cepitve, ki jo izvajajo cisteinski katepsini, poteče tako, da najprej imidazolna 
skupina na histidinu deprotonira tiolno skupino na cisteinu, kar omogoči nukleofilni 
napad slednje na karbonilni ogljikov atom peptidne vezi v substratu. Protonirana 
imidazolna skupina nato protonira izstopajočo aminsko skupino. Ta korak razbije 
tetraedrični intermediat, ki je nastal z nukleofilnim napadom, izstopajoča skupina pa ni 
nabita. V naslednji stopnji sodeluje voda, ki izvede nukleofilni napad na tioester. 
Imidazolna skupina na histidinu odtegne proton vodi, kar privede do nastanka novega 
anionskega tetraedričnega intermediata, ki hitro razpade s prenosom protona. Odcepi se 
še drugi del substrata, aktivno mesto encima pa se regenerira [18]. Cepitev je shematično 
prikazana na sliki 1.  
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Slika 1: Mehanizem cepitve cisteinskih katepsinov. Na sliki je shematsk prikaz cepitve 
peptidne vezi cisteinskih katepsinov. Označene so stopnje razpada/nastanka 
tetraedričnega intermediata ter prenosa protona. Z modro so prikazani v katalizo vključeni 
aminokislinski ostanki na katepsinu, s črno pa peptidni substrat. (Vir: prirejeno po [18]). 
1.2 Katepsin B 
Človeški katepsin B se sintetizira se kot preproencim, dolg 339 aminokislinskih ostankov 
in z molekulsko maso približno 38 kDa. Sestavljen je iz signalnega peptida, 
aktivacijskega in C-končnega propeptida ter težke in lahke verige. Po odcepu signalnega 
peptida in obeh propeptidov je njegova velikost približno 31 kDa. V prokatepsinu B sega 
propeptid v aktivno mesto in se kasneje odcepi pri nizkem pH. Aktivno mesto sestavlja 
diada Cys108 in His278 (oz. Cys29 in His199 v zrelem katepsinu B) in se nahaja med 
domeno L in R. Encim prav tako vsebuje šest disulfidnih mostičkov [19,20]. Zrela oblika 
je prikazana na sliki 2. 
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Slika 2: Slika strukture zrele oblike katepsina B. Z roza je prikazana lahka veriga, z zeleno 
pa težka veriga. Aktivno mesto sestavljata Cys29 (prikazan z rumeno) in His199 (prikazan z 
rdečo). Zaporna zanka je obarvana svetlo rjavo, ključna aminokislinska ostanka za vezavo 
substrata His110 in His111 pa sta označena s sivo barvo. Slika je pripravljena s programom UCSF 
Chimera, uporabljen je vnos s PDB oznako 2IPP [21]. Vse ostale slike proteina s tem vnosom so 
pripravljene z istim programom. 
1.2.1 Patofiziološke vloge katepsina B pri človeku 
Katepsin B povezujejo z mnogo patološkimi stanji: revmatične bolezni (razgradnja 
kolagena v sklepni tekočini), Alzheimerjeva bolezen (deluje kot β-sekretaza in cepi 
amiloidni prekurzor), pankreatitis, bolezni srca in ožilja, pa tudi pri mnogo oblikah raka 
(rak dojke, prostate, pljuč, kože, na črevesju, možganih, požiralniku, ščitnici, jajčnikih ter 
želodcu) [zbrano v viru 19]. Pri raku je značilno, da se katepsin B izloča iz celic in 
razgrajuje ECM, s čimer omogoča migracijo rakavih celic in angiogenezo, prav tako pa 
lahko aktivira druge proteaze, ki sodelujejo pri tovrstnih procesih [22]. Natančneje, ko 
aktivatorji plazminogena, elastaze, katepsin G ali katepsin D cepijo prokatepsin B in ga s 
tem aktivirajo, ta poskrbi za cepitev uroplazminskega aktivatorja plazminogena in s tem 
njegovo aktivacijo. Kaskada se nadaljuje v cepitev plazminogena in nastanek plazmina, 
ta pa je sposoben cepitve številnih komponent ECM – fibrina, fibronektina, 
proteoglikanov in laminina. Prav tako naj bi plazmin aktiviral številne metaloproteaze 
matriksa oz. MMP (MMP-1, -3, -9, -12, in -13). Tudi te so sposobne cepiti ECM (na 
primer kolagen I in IV). Povišana znotrajcelična koncentracija katepsina B katalizira tudi 
razgradnjo komponent ECM znotraj celice, po tem ko jih celica internalizira z endocitozo. 
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Mnogo proteaz, aktiviranih v tej kaskadi, se vključi v aktivacijo drugih proteaz, kar 
omogoči tumorskem tkivu hitro migracijo [zbrano v viru 23]. 
1.2.2 Lokalizacija in aktivnost 
Katepsin B se v največji količini nahaja v lizosomih (do koncentracije 1 mM), prav tako 
pa ga lahko najdemo v zunajceličnem prostoru ali na membranah (kaveole), kjer sodeluje 
pri remodeliranju ECM. Sposoben je cepiti laminin in kolagen tipa IV (bazalna lamina), 
kolagene tipov II, IX in XI, fibronektin ter tenascin C. Poleg tega je katepsin B aktiven 
tudi pri regulaciji aktivacije proencimov in hormonov (na primer sproščanje tiroksina iz 
tiroglobulina), procesiranju antigenov, vnetnem odzivu, staranju in celični smrti. Njegova 
vloga je torej zelo kompleksna, pogosto še tudi nepopolnoma raziskana [zbrano v viru 
22]. 
Encim je sposoben tako endopeptidazne kot tudi karboksipeptidazne, največkrat peptidil-
dipeptidazne aktivnosti [24,25]. Spreminjanje aktivnosti mu omogoča posebna struktura, 
ki se imenuje zaporna oz. »okluzijska« zanka (glej sliko 2). Dolga je približno 20 
aminokislinskih ostankov ter vsebuje en disulfidni mostiček med ostankoma Cys108 in 
Cys119. Leži nad aktivnim mestom encima ter izkazuje dokaj visoko fleksibilnost [26]. 
Konformacija zanke je odvisna od pH – kisli pogoji favorizirajo eksopeptidazno, 
nevtralni in bazični pa endopeptidazno aktivnost [27]. Zaporedna histidinska ostanka na 
zaporni zanki – His110 in His111 (glej sliko 2) – delujeta kot akceptorja za negativno 
nabit C-konec peptidnega substrata, s čimer je vezava substrata ugodnejša in 
eksopeptidazna aktivnost mogoča [28]. Zaporna zanka lahko tvori z ostankom proteina 
dva solna mostička: His110 na zanki se poveže z Asp22, Arg116 pa z Asp224. Te 
interakcije pričvrstijo zaporno zanko v vezavni žleb encima v »zaprto« pozicijo. V kislih 
pogojih sta histidinska ostanka protonirana, zato je nastanek solnega mostička ugoden. V 
tem stanju encim favorizira karboksipeptidazno aktivnost. Višji pH deprotonira 
histidinska ostanka, prispevek solnih mostičkov se zmanjša in zanka se premakne v 
»odprto« pozicijo. Odprta konformacija encima v tem primeru preferira endopeptidazno 
aktivnost [29, 30]. 
1.2.2.1 Inhibitorji katepsina B 
Zaradi prekomerne aktivnosti cisteinskih katepsinov pri številnih patofizioloških procesih 
je bilo izvedenih veliko raziskav njihovih inhibitorjev. Poznamo tri večje skupine 
proteinskih  inhibitorjev cisteinskih proteaz: cistatini, tiropini ter chagasini. Cistatine pri 
vretenčarjih nadalje delimo v tri skupine: stefine (skupina A), cistatine (skupina B) in 
kininogene (skupina C) [22]. Papainu-podobne cisteinske proteaze inhibirajo s tesno in 
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revezibilno vezavo. Za učinkovito inhibicijo katepsina B se morajo ti inhibitorji vezati v 
aktivno mesto, kar pomeni, da mora biti zaporna zanka v primerni poziciji. Študije vezave 
cistatina A (skupina A) in cistatina C (skupina B) so pokazale, da je vezava dvostopenjska 
– najprej se inhibitor na encim veže šibko, čemur sledi konformacijska sprememba 
encima tako, da se zaporna zanka umakne in dovoli tesnejšo vezavo inhibitorja v aktivno 
mesto encima [zbrano v 19]. Prav tako je inhibicija katepsina B s cistatini šibkejša kot pri 
endopeptidazah, najverjetneje zaradi dodatne stopnje premika zaporne zanke [4].  
Odkritih je bilo tudi več skupin inhibitorjev, ki jih štejemo med male molekule in so bili 
izolirani iz mikroorganizmov – peptidilaldehidni, aziridinilpeptidni in 
epoksisukcinilpeptidni inhibitorji. Najpogosteje uporabljen je pripadnik slednje skupine, 
E-64 (L-trans-epoksisukcinil-leucilamido(4-gvanidino)butan) in njegovi analogi [31]. E-
64 se s pomočjo interakcije svojega karboksilnatnega dela s His111 na zaporni zanki 
encima veže v aktivno mesto. Tam selektivno alkilira cistein in ga tako ireverzibilno 
inhibira [4,32]. Poleg teh pa so raziskani še številni sintetični inhibitorji. Med 
ireverzibilne štejemo aziridinske, tiadiazolne, β-laktamske in organotelurijske, 
reverzibilni pa so aldehidni, ketonski, ciklopropenonski in nitrilni inhibitorji [31]. 
1.2.2.2 Alosterična regulacija 
Alosterija je pojav, kjer vezava efektorja na eno mesto privede do konformacijskih 
sprememb, ki spremenijo lastnosti drugega vezavnega mesta. V spremenjeni obliki je 
lahko protein bolj aktiven (efektor imenujemo aktivator, način uravnavanja pa pozitivna 
alosterična modulacija) ali manj aktiven (efektor imenujemo inhibitor, način uravnavanja 
pa negativna alosterična modulacija) za vezavo substrata. Vezava efektorja lahko prav 
tako vpliva na katalitične lastnosti encima. Vezavno mesto za efektor ne sovpada z 
aktivnim mestom encima, kjer poteče encimska reakcija. Efektor je lahko substrat 
encima, ali pa popolnoma drugačna molekula. V prvem primeru govorimo o homotropni, 
v drugem pa o heterotropni alosterični modifikaciji. Kot efektorji lahko poleg malih 
molekul delujejo tudi drugi proteini (interakcije protein-protein), fosforilacija ali 
modifikacije disulfidnih vezi [33]. Efektor je sestavljen iz sidra in gonilnika. Sidro skrbi 
za vezavo v efektorsko mesto na encimu, gonilnik pa za odboj oz. privlak med skupinami 
na encimu in s tem povzročitev konformacijske spremembe [34]. Alosterijo lahko 
opisujemo z dvema modeloma, pri katerih razlikujemo med sproščeno (angl. relaxed, oz. 
R) in napeto (angl. tense oz. T) obliko podenote encima. Prvi model je usklajen ali MWC 
model (Monod, Wyman in Changeux). Pri tem vezava efektorja povzroči konformacijsko 
spremembo vseh podenot encima. Pri zaporednem oziroma KNF modelu (Koshland, 
Nemethy in Filmer) pa pride do konformacije spremembe ob vezavi efektorja le v eni 
podenoti, kar pomeni da so posamezne podenote encima lahko v različnih stanjih [35].  
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1.2.2.3 Heparin kot alosterični regulator katepsina B 
Znano je, da bazičen pH destabilizira katepsin B, vendar so zadnje študije pokazale, da 
so na ta efekt odporne na membrano vezane oblike encima v ECM. Do tega naj bi prišlo 
zaradi vezave nekaterih glikozaminoglikanov (GAG) na encim, natančneje heparan 
sulfata in heparina [36]. GAG so negativno nabite polisaharidne molekule, ki so 
sestavljene iz ponavljajočih se disaharidnih enot. Sodelujejo v procesih celične 
signalizacije, proliferacije, rasti, adhezije, strjevanja krvi, celjenja ran, itd. Sestavljeni so 
iz galaktoze ali uronske kisline, na katero je pripet aminosladkor. Delimo jih v štiri 
skupine: hialuronska kislina, hondroitin sulfat/dermatan sulfat, keratan sulfat ter 
heparin/heparan sulfat. Heparin sestoji iz ponavljajočih se enot N-acetilglukozamina in 
iduronske kisline [37].  
Heparin, molekula s presežkom negativnega naboja, naj bi z vezavo na pozitivne površine 
katepsina B povečal delež α-vijačnic v konformaciji proteina, ga s tem stabiliziral ter 
ohranil njegovo aktivnost tudi pri višjem pH [38]. V bazičnem pH naj bi prišlo tudi do 
deprotonacije šestih aminokislinskih ostankov na katepsinu B, kar privede do povečanja 
gostote negativnega naboja med domenama. To lahko povzroči ločitev domen in s tem 
nižanja encimske aktivnosti (destabilizacija). Vezava heparina naj bi preko 
konformacijskih sprememb strukturo naredil bolj kompaktno in s tem nevtraliziral opisan 
pojav v bazičnem pH [36]. Prav tako je pokazano, da heparin nekoliko zniža aktivnost 
katepsina B po celotnem pH profilu z vezavo na mesto, različno od aktivnega mesta [38]. 
Heparin torej štejemo med alosterične modifikatorje katepsina B, natančneje heterotropne 
inhibitorje. 
Pri določanju kristalne strukture heparina so prav  tako ugotovili, da heparin v raztopinah 
zavzame nerigidno polimerno obliko. Tako upognjen se lažje veže na dolge pozitivno 
nabite regije na katepsinu B [39]. Z računalniškimi simulacijami so predvideli, da naj bi 
vezava potekla na dveh vezavnih mestih, kjer je zbran presežek pozitivnega naboja na 
površini. Prvo mesto sestavljajo ostanki R85, K86, K130, K141 in K144 na L domeni in 
bi naj bil pomemben za vezavo krajših disaharidov. Drugo mesto pa sestavljata K158 in 
R235 na R domeni, ki bi naj bila pomembnejša pri vezavi daljših sladkornih verig [36]. 
Obe mesti in pripadajoči ostanki so prikazani na sliki 3. 
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Slika 3: Prikaz katepsina B divjega tipa z označenima računalniško predvidenima 
mestoma, odgovornima za vezavo heparina. Računalniški predvideni ostanki (glej 
besedilo) so označeni z modro barvo, obe mesti pa z rdečo puščico. Uporabljen je vnos s PDB 
oznako 2IPP [21]. 
Dosedanje delo je pokazalo, da je heparin hiperbolični akompetitivni inhibitor katepsina 
B [40], vezavno mesto pa še ni nedvoumno pokazano. Katepsin B je vezal heparin šibkeje 
pri višjih vrednostih pH. Kot obetavni sta se izkazali dve mesti izmed prej omenjenih 
potencialnih vezavnih mest – K130 in K141. Mutantom K130A in K141A se je afiniteta 
vezave heparina zmanjšala za faktor 10, mutantu K158A se ni spremenila. Študija je bila 
sicer izvedena v območju koncentracije heparina do ~200 µg/mL, vendar rezultati kažejo 
na delno reaktivacijo pri visokih koncentracijah le-tega. Predpostavlja se, da do tega 
pojava pride zaradi različnih načinov interakcije heparina z encimom pri višjih 
koncentracijah, morda tudi na več vezavnih mestih. Zaradi tega predlagajo, da nadaljnje 
študije potekajo pri nizkih koncentracijah heparina (do ~50 µg/mL), ki ustrezajo 
visokoafinitetni vezavi. Aminokislinski ostanek K130 bi naj bil odgovoren za vezavo 
heparina pri visokih koncentracijah le-tega, kajti mutant K130A ni izkazoval efekta 
reaktivacije. Mutanta K86A jim ni uspelo pripraviti. Prav tako so z računalniškim 
umeščanjem predvideli, da je aminokislinski ostanek K130 ključen za vezavo heparina.  
Prav tako je bilo pokazano [41], da mutant R85A zmanjša afiniteto vezave heparina na 
katepsin B do približno 3,5-krat, z največjim vplivom pri pH 7,2. Mutant R235A ima 
večji vpliv pri pH 4,5, kjer zmanjša afiniteto za približno 7-krat.  
Raziskave [40, 41] torej nakazujejo, da so ostanki R85, K140, K141 ter R235 pomembni 
za vezavo heparina, ne pa edini. Nadaljnje raziskave so potrebne za dokončno potrditev 
vezavnega mesta heparina na katepsin B.  
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2 Namen dela in hipoteze 
Namen magistrskega dela je bila podrobnejša karakterizacija vezave heparina na človeški 
katepsin B. Ker so rezultati z enojnimi mutanti dali nepopolne rezultate, smo poskušali 
pripraviti štiri nove mutante katepsina B – tri dvojne ter eno trojno. Natančneje, dvojne 
mutante K130A+R85A, K141A+R85A, K141A+K130A, ter trojni mutant 
K141A+K130A+R85A. Mutirana mesta, ki so bila kombinacija mutacij enojnih 
mutantov iz prejšnjih študij [40, 41], smo nameravali pripraviti z mestno-specifično 
mutagenezo. S kinetičnimi meritvami s temi mutanti v prisotnosti heparina ter 
primerjanjem dobljenih vrednosti z divjim tipom smo nameravali nedvoumno določiti 
vezavno mesto heparina na katepsin B.  
Poleg tega smo želeli ovrednotiti zmožnost malih organskih molekul posnemanja 
delovanja heparina. V sklopu tega smo izvedli presejalni test knjižnice spojin. V primeru 
uspešne interakcije katere izmed spojin s katepsinom B, smo želeli le-to tudi 
okarakterizirati. 
Hipoteze: 
• Heparin se na katepsin B veže na pozitivno nabite aminokisline na površini 
proteina, natančneje na aminokislinske ostanke arginin 85, lizin 130 in lizin 141. 
• Preiskovane negativno nabite male molekule (tetranatrijev pirofosfat, etidronska 
kislina, kininska kislina, kavna kislina, fitinska kislina in kalijev vodikov ftalat) 
lahko posnemajo delovanje heparina pri interakciji s katepsinom B. 
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3 Eksperimentalni del 
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Potrošni materiali 
Tabela 1: Tabela potrošnih materialov. 
Material Proizvajalec 
0,5 mL centrifugirke  Ratiolab 
1,5 mL centrifugirke  Ratiolab 
0,50 mL filtri Amicon-Ultra 15 za ultracentrifugiranje Merck Millipore 
 
Pripomočki in naprave 
Tabela 2: Tabela pripomočkov in naprav. 
Material Proizvajalec 
aparatura za fotografiranje elektroforeznih 
gelov MiniBIS 
DNR Bio-imaging Systems 
aparatura za PAGE Bio-rad Laboratories 
avtomatske pipete  Eppendorf 
centrifuga Eppendord 5424 Eppendorf 
centrifuga Mini spin plus Eppendorf 
centrifuga Sorvall RC-6+ Thermo Fisher Scientific 
črpalka Peristaltic pump P-1 Pharmacia fine chemicals 
elektroforezni napajalnik MS-300V Major Science 
fluorimeter Luminiscence Spectrometer LS50B Perkin-Elmer 
homogenizator WiseTis HG-15A Witeg Labortechnik 
inkubator BD 23 Binder 
merilnec pH Seveneasy  Mettler Toledo 
mikrocentrifuga Eppendorf 5414R Eppendorf 
mikrovalovna pečica Sharp Sharp 
PCR naprava Veriti Applied Biosystems 
sistem za tekočinsko kromatografijo ÄKTA 
P920 FPLC 
GE Healthcare 
spektrofotometer NanoDrop 2000C Thermo Fisher Scientific 
stresalnik FB15013 TopMix Thermo Fisher Scientific 
stresalnik Kambič IS- Kambič laboratorijska oprema 
stresalnik Sanyo orbital incubator Panasonic 
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stresalnik Vibromix 10 Tehtnica 
tehtnica WLC2/A2 RADWAG 
tehtnica XA60/220/X RADWAG 
termoblok Bio TDB-100 Biosan 
termoblok Thermomixer 5436 Eppendorf 
termoblok Thermomixer comfort Eppendorf 
ultrazvočni razbijalnik Labsonic M ultrasonic 
processor  
Sartorius 
UV/VIS-spektrofotometer Cary 50 Bio Varian 
 
Kolone 
Tabela 3: Tabela kolon. 
Material Proizvajalec 





Tabela 4: Tabela kemikalij. 
Material Proizvajalec 
agar Sigma-Aldrich 
akrilamid  Sigma-Aldrich 
akrilamid/bisakrilamid  Sigma-Aldrich 
ampicilin  Sigma-Aldrich 




Coomassie brilliant blue  Sigma-Aldrich 
deoksinukleozidtrifosfat, mešanica (dNTP) Agilent 
dimetilsulfoksid (DMSO) Sigma-Aldrich 
ditiotreitol (DTT) Thermo Fisher Scientific 
E-64  Bachem 
etanol ECP 
etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Thermo Fisher Scientific 
heparin  Sigma-Aldrich 
imidazol  Sigma-Aldrich 
kanamicin Sigma-Aldrich 
kloramfenikol Sigma-Aldrich 
kvasni ekstrakt  Biolife 
natrijev acetat (NaOAc) Sigma-Aldrich 
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natrijev dihidrogenfosfat dihidrat (NaH2PO4 × 
2H2O) 
Thermo Fisher Scientific 
natrijev dodecilsulfat (NaDS) Sigma-Aldrich 
natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) Sigma-Aldrich 
natrijev hidroksid (NaOH) Sigma-Aldrich 
natrijev klorid (NaCl) Sigma-Aldrich 
ocetna kislina Gram-Mol 
pepton Sigma-Aldrich 
propan-2-ol Sigma-Aldrich 
proteinska lestvica PageRuler unstained Thermo Fisher Scientific 
saharoza Thermo Fisher Scientific 
TEMED BioRad 
tetraciklin Sigma-Aldrich 
Trizma (Tris) Sigma-Aldrich 
3.1.3 Raztopine in pufri 
Tabela 5: Tabela raztopin in pufrov. 
Raztopina/pufer (proizvajalec) Sestava 
10× TANGO pufer (Thermo 
Fisher Scientific) 
33 mM Tris-Acetat, 10 mM magnezijev acetat, 
66 mM kalijev acetat, 0,1 mg/mL BSA; pH 7,9 
4× koncentracijski pufer za 
NaDS-PAGE 
0,5 M Tris/HCl; pH 8,8 
4× ločevalni pufer za NaDS-
PAGE 
1,5 M Tris/HCl; pH 6,8 
5× nanašalni pufer za NaDS-
PAGE 
75 mM Tris/HCl (pH 6,8), 2 % (m/V) NaDS, 
10 % (V/V) glicerol, 4 % (m/V) DTT, 0,005% 
(m/V) bromfenol modro 
50 mM acetatni pufer 50 mM NaOAc, 1 mM EDTA; pH 4,5 
50 mM fosfatni pufer 50 mM Na-fosfat, 1 mM EDTA; pH 6,0 in 7,2 
barvalna raztopina 0,2 % (m/V) Coomassie brilliant blue, 40% 
(V/V) etanol 
dializni pufer 20 mM Na-fosfat, 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA; 
pH 7,4 
elucijski pufer B za Ni-afinitetno 
kromatografijo 
20 mM Na-fosfat, 250 mM imidazol, 0,5 M 
NaCl; pH 7,4 
pufer za NaDS-PAGE 30 % (V/V) etanol, 10 % (V/V) ocetna kislina 
pufer za zamrzovanje 30 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, 20 % (m/V) 
saharoza; pH 7,4 
razbarvalna raztopina 30 % (V/V) etanol, 10 % (V/V) ocetna kislina 
vezavni pufer A za Ni-afinitetno 
kromatografijo 
20 mM Na-fosfat, 20 mM imidazol, 0,5 M 
NaCl; pH 7,4 
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3.1.4 Gojišča 
Uporabljali smo naslednja gojišča: 
• tekoče gojišče LB, 
• tekoče gojišče LBA, 
• tekoče gojišče LBACT, 
• trdno gojišče LB, 
• trdno gojišče LBA, 
• trdno gojišče LBACT. 
 
Gojišča so bila vnaprej pripravljena, vanje smo nato po potrebi dodajali antibiotike v 
ustreznih koncentracijah. Slednje so navedene v tabeli 6. Trdna gojišča so vsebovala 
tisočkrat nižje koncentracije istih antibiotikov. En liter gojišča LB vsebuje 10 g peptona, 
5 g kvasnega ekstrakta in 10 g NaCl. Po raztapljanju v destilirani vodi smo še umerili 
gojišče na pH 7,4. Trdna gojišča so dodatno vsebovala 20 g agarja na en liter gojišča. 
Tabela 6: Tabela založnih in delovnih koncentracij uporabljenih antibiotikov v 
tekočih gojiščih LB. Trdna gojišča so vsebovala tisočkrat nižje koncentracije. 




ampicilin (A) 100 50 
kloramfenikol (C) 50 34 
tetraciklin (T) 12,5 12,5 
 
3.1.5 Vektorji  
Za pripravo mutantov rekombinantnega katepsina B smo uporabili hibridni ekspresijski 
vektor pET-32b(+)/pET-28b(+). Le-ta je bil vnaprej pripravljen za izražanje 
rekombinantnega katepsina B tako, da so z restrikcijskima encimoma XbaI in XhoI 
izrezali poliklonsko mesto iz pET28b(+) (slika 4), in slednjega preko enakih restrikcijskih 
mest vstavili v pET-32b(+) (slika 5). Zapis za prokatepsin B s kodonom STOP so nato 
pomnožili ter mu dodali restrikcijska mesta za NheI in XhoI s pomočjo PCR, ter ga nato 
prek enakih restrikcijskih mest vstavili v zgoraj opisani hibridni vektor [42].  
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Ekspresijo prokatepsina B v tem vektorju sprožimo z dodatkom IPTG. Zapis za 
rekombinantni protein je pod kontrolo T7 promotorja, na katerega se ne more vezati 
RNA-polimeraza T7 zaradi lac represorja. IPTG z vezavo na represor omogoči prepis. 
 
 
Slika 4: Vektorska karta plazmida pET-28b(+). Vektor vsebuje multiplo klonirno mesto, 
zapis ori za pomnoževanje vektorja, zapis za odpornost na antibiotik kanamicin, mesto za začetek 
podvojevanja f1Origin, zapis za represor laktoznega operona, T7 promotorsko in terminatorsko 
zaporedje, ter His-oznako na bodisi N- ali C-koncu vstavljenega proteina [vir: Genscript]. 
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Slika 5: Vektorska karta plazmida pET-32b(+). Vektor vsebuje multiplo klonirno mesto, 
zapis ori za pomnoževanje vektorja, zapis za odpornost na antibiotik ampicilin, mesto za začetek 
podvojevanja f1Origin, zapis za represor laktoznega operona, T7 promotorsko in terminatorsko 
zaporedje, zapis za tioredoksinsko oznako, ter His-oznako na bodisi N- ali C-koncu vstavljenega 
proteina [vir: Genscript]. 
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3.1.6 Začetni oligonukleotidi 
Mutacije v zapis za prokatepsin B v prej opisanem vektorju smo uvajali s tehniko 
QuikChange PCR. Uporabili smo naslednje začetne oligonukleotide: 
a) Mutacija R85A:  
Smerni oligonukleotid: 
5' – CCAGAAACCAGGCCTTTTGCTGTCCAGAAGTTCCAAGC – 3' 
Temperatura tališča: 69 °C, dolžina oligonukleotida: 38 nt. 
 
Protismerni oligonukleotid: 
5' – GCTTGGAACTTCTGGACAGCAAAAGGCCTGGTTTCTGG – 3' 
Temperatura tališča: 69 °C, dolžina oligonukleotida: 38 nt. 
 
b) Mutacija K130A:  
Smerni oligonukleotid: 
5' – CGGGCTCGCAGATCGCGCTGCACTTGGGGG – 3' 
Temperatura tališča: 79,7 °C, dolžina oligonukleotida: 30 nt. 
 
Protismerni oligonukleotid: 
5' – CCCCCAAGTGCAGCGCGATCTGCGAGCCCG – 3' 
Temperatura tališča: 79,7 °C, dolžina oligonukleotida: 30 nt. 
 
a) Mutacija K141A:  
Smerni oligonukleotid: 
5' – GTAGTGCTTGTCCTGCGCGTAGGTGGGGCTGTAG – 3' 
Temperatura tališča: 78,7 °C, dolžina oligonukleotida: 34 nt. 
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Protismerni oligonukleotid: 
5' – CTACAGCCCCACCTACGCGCAGGACAAGCACTAC – 3' 
Temperatura tališča: 78,7 °C, dolžina oligonukleotida: 34 nt. 
3.1.7 Organizmi 
V sklopu dela smo uporabili dva seva E. coli. Za kloniranje smo uporabili sev 
kompetentnih celic E. coli XL1-Blue, ki se za ta namen rutinsko uporablja. Za ekspresijo 
pa smo uporabili sev kompetentnih celic E. coli Rosetta-Gami 2(DE3)pLysS. Slednje 
imajo genotip Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR araD139 ahpC galE galK 
rpsL (DE3) F′[lac+ lacIq pro] gor522::Tn10 trxB pLysSRARE2 (CamR, StrR, TetR). 
Sestavljene so iz celic E. coli Origami 2 in Rosetta 2. Prednost tega seva je izboljšana 
tvorba disulfidnih vezi (mutacije trxB in gor) ter prisotnost zapisa za sedem tRNA, ki se 
v E. coli redkeje pojavljajo (izboljšana raba kodona). Prav tako je v celicah prisoten zapis 
za RNA polimerazo T7 (indukcija ekspresije z IPTG) ter za odpornost na kanamicin, 
streptomicin in tetraciklin [43].  
3.1.8 Encimi 
Pri uvajanju mutacij po metodi QuikChange smo uporabili dva encima: DNA-polimerazo 
Pfu Ultra high-fidelity, ter restriktazo DpnI. Obe sta del kompleta »QuikChange Site-
Directed Mutagenesis«, proizvajalca Agilent iz ZDA. 
Za študijo katepsina B smo pripravili naslednje dvojne in trojne mutante: 
• K130A+R85A,  
• K141A+R85A,  
• K141A+K130A, 
• K141A+K130A+R85A (trojna). 
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3.1.9 Male molekule 
Preizkusili smo tudi, ali morda katera izmed malih molekul učinkuje na katepsin B 
divjega tipa. V primeru, da smo efekt opazili, smo interakcijo podrobneje okarakterizirali. 
Nabor malih molekul, katerih interakcijo smo raziskovali, je prikazan v tabeli 7.  
Tabela 7: Seznam preiskovanih spojin in njihove strukturne formule. 
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3.2 Metode 
3.2.1 Mestnospecifična mutageneza, transformacija ter izolacija DNA 
V sklopu magistrske naloge smo določali vezavno mesto na katepsinu B za heparin, zato 
smo najprej morali pripraviti zapis, ki kodira za mutirano obliko katepsina B. Kot osnovo 
smo uporabili tri prej pripravljene vektorje pET-32b(+)/pET-28b(+), ki so vsebovali 
mutacijo v zapisu za katepsin B: K130A, K141A ter R85A. Mestnospecifično 
mutagenezo smo izvedli po protokolu QuikChange Site-Directed Mutagenesis, 
proizvajalca Agilent z metodo PCR. Uporabili smo ustrezne oligonukleotide tako, da smo 
naredili vse kombinacije dvojnih mutantov, nato pa smo še pripravili trojni mutant. 
Reakcijska mešanica PCR je prikazana v tabeli 8, temperaturni program pa v tabeli 9. Po 
končani reakciji PCR smo reakcijski mešanici dodali 5,6 µL 10× pufra Tango  ter 1 µL 
DpnI restriktaze (10 U/µL), ki je razrezala matrično DNA. Rezali smo preko noči pri 37 
°C.  
Tabela 8: Sestava PCR mešanice. 
Komponenta Volumen [µL] 
smerni začetni oligonukleotid (10 ng/µL) 1 
protismerni začetni oligonukleotid (10 ng/µL) 1 
mešanica dNTP (2 mM) 5 
10× PFU pufer 5 
matrična DNA (5 ng/µL) 0,5 
polimeraza Pfu Ultra (5U/µL) 1 
destilirana voda 36,5 
 
Tabela 9: Temperaturni program PCR.  
Število ciklov Temperatura [°C] Trajanje [s] 
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Sledila je transformacija klonirnega seva E. coli XL1 Blue s produkti reakcije PCR, ki so 
vsebovali zapise za mutirane oblike katepsina B. Uporabili smo vnaprej pripravljene 
kompetentne celice, kjer smo 100 µL celic dodali 5 µL reakcijske mešanice. Le-to smo 
rahlo premešali ter jo postavili za 30 minut na led. Za tem smo izvedli toplotni šok – 45 
sekund pri 42 °C, mešanico prestavili na led, ji dodali 800 µL tekočega LB gojišča, nato 
pa inkubirali eno uro pri 37 °C s stresanjem. Celice smo nato centrifugirali 4 minute pri 
3.000 g, odpipetirali približno 600 µL supernatanta, preostalo usedlino pa resuspendirali 
v preostalem supernatantu. 200 µL te mešanice smo nato sterilno ob ognju razmazali na 
plošče LBA, ki smo jih inkubirali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo plošče 
prestavili v hladilnik, sledilo pa je vcepljanje v tekoče gojišče. S konico nastavka za 
pipeto smo prenesli po eno kolonijo v epruveto z 10 mL tekočega gojišča LBA, ter 
epruvete stresali preko noči pri 37 °C. 
Iz prekonočnih kultur smo po protokolu GeneJet Plasmid Miniprep izolirali plazmidno 
DNA ter z uporabo naprave Nanodrop določili koncentracijo plazmidne DNA. Shranili 
smo jo pri -20 °C.  
Uspešnost mutageneze smo preverili s sekveniranjem. V 1,5 mL mikrocentrifugirko smo 
odpipetirali 7,5 µL plazmidne DNA ter 2,5 µL začetnega oligonukleotida za sekveniranje. 
Mikrocentrifugirke smo označili po sistemu z nalepko. Rezultate sekveniranja smo 
preverili in s tem nedvoumno potrdili pravilno pripravljeno zaporedje na plazmidu za 
mutirane oblike katepsinov B. 
Ta postopek smo izvedli za vsak mutant katepsina B, torej smo pripravili štiri različne 
plazmide.  
3.2.2 Izražanje mutiranih oblik katepsina B ter analiza izražanja z NaDS-PAGE 
Kot ekspresijski sev smo uporabili sev E. coli Rosetta-Gami 2(DE3)pLysS, kateri se je 
že v preteklosti izkazal kot zelo učinkovit pri izražanju katepsina B in njegovih mutantov 
[40, 41]. Vnaprej pripravljene kompetentne celice tega seva smo iz -70 °C prenesli na led, 
ter alikvotom 100 µL dodali 1 µL plazmidne DNA. Po 30 minutah na ledu smo izvedli 
toplotni šok – 45 sekund pri 42 °C, prestavili na led, dodali 800 µL tekočega gojišča LB 
ter stresali 1 uro pri 37 °C. 200 µL te mešanice smo nato sterilno nacepili na trdno gojišče 
LBACT ter plošče inkubirali preko noči pri 37 °C. 
Naslednji dan smo po eno zraslo kolonijo prenesli v epruvete z 10 mL tekočega LBACT, 
ter jih stresali preko noči pri 37 °C.  
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Dan za tem smo to gojišče prenesli v 400 mL LBACT v stresalnih erlenmajericah z utori. 
Stresali smo jih pri 37 °C in na vsako uro pomerili absorbanco pri 600 nm – preko tega 
smo spremljali koncentracijo celic v gojišču. Ko je ta vrednost narasla do 0,7, smo ustavili 
stresanje (do te vrednost smo prišli po približno 5 urah) ter odvzeli 1 mL gojišča (za 
NaDS-PAGE, opisano kasneje). Preostala gojišča smo hitro prestavili v hladno sobo in 
jim, ko so se nekoliko ohladila, dodali IPTG do končne koncentracije 400 µM. Tudi po 
tem koraku smo odvzeli 1 mL gojišča za NaDS-PAGE. Nato smo gojišča stresali preko 
noči pri 18 °C.  
Celice smo naslednji dan prelili v litrske centrifugirke, jih uravnotežili z destilirano vodo 
ter centrifugirali 10 minut pri  8.000 g in 4 °C. Supernatant smo nato zavrgli in usedlino 
postavili na led. Dodali smo 30 mL pufra za zamrzovanje, s palčko resuspendirali 
usedlino in prelili v 30 mL centrifugirke. Tudi te smo uravnotežili s pufrom za 
zamrzovanje in centrifugirali 10 minut pri  11.000 g in 4 °C. Supernatant smo znova 
zavrgli, usedlino pa shranili na -20 °C. 
Vzorce za NaDS-PAGE smo po odvzemu centrifugirali 5 minut pri 10.000 g, supernatant 
odlili, usedlini pa dodali 50 µL 5× nanašalnega pufra za NaDS-PAGE, jo dobro zmešali, 
ter jo inkubirali 10 minut pri 98 °C, da smo vse proteine denaturirali.  
Nato smo z NaDS-PAGE preverili izražanje mutantov katepsina B. Najprej smo pripravili 
12,5 % ločevalni gel, ga vlili med stekelca za pripravo poliakrilamidnega gela, ter vrh 
prekrili z nekaj propan-2-ola (da smo preprečili izhlapevanje). Ko se je ta gel strdil, smo 
pripravili mešanico za 5 % koncentracijski gel, odlili propan-2-ol, ter mešanico nalili na 
prej strjen ločevalni gel. Reagenti in njihove količine za posamezni gel so predstavljene 
v tabeli 10. Ko se je gel strdil, smo stekelca vstavili v pripravo za PAGE. Le-to smo do 
vrha napolnili s pufrom za NaDS-PAGE. Nato smo v žepke v gelu vstavili prej 
pripravljene vzorce v takšni količini, kot smo jo določili z enačbo 1. Nastavili smo tok 35 
mA ter napetost 250 V in zagnali napravo. Ko se je frontna črta približala dnu smo 
elektroforezo prekinili. Gel smo nato previdno odstranili iz stekelc in ga dali v raztopino 
25 mL Coomassie brilliant blue ter 25 mL ocetne kisline. Gel smo stresali približno eno 
uro, ga sprali z razbarvalno raztopino ter posneli sliko gela z aparaturo za fotografiranje 
elektroforeznih gelov MiniBIS. 
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Tabela 10: Seznam reagentov in njihove količine za izvedbo NaDS-PAGE. Količine 
so za pripravo 5 mL koncentracijskega ter 5 mL ločevalnega gela. 




0,625 mL 3,13 mL 
10 % (m/V) NaDS 50 µL 100 µL 
10 % (m/V) APS 15 µL 30 µL 
TEMED 7,5 µL 15 µL 
4× koncentracijski pufer 1,25 mL / 
4× ločevalni pufer / 2,5 mL 
destilirana voda 3,08 mL 4,27 mL 
 
Enačba 1: Enačba za izračun volumna nanosa vzorca na gel za NaDS-PAGE. 
𝑉𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎 =
270 μL
𝐴600 𝑛𝑚 ∗ 𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑠𝑘𝑖 𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 (10)
 
3.2.3 Izolacija mutantov katepsina B iz celičnega lizata z Ni-afinitetno 
kromatografijo 
V 30 mL centrifugirke, ki so vsebovale usedlino s celicami, ki so izražale mutirane oblike 
prokatepsina B, smo dodali 20 mL vezavnega pufra A za Ni-afinitetno kromatografijo. 
Celice smo nato homogenizirali, vendar nenehno pazili, da se ne bi segrele, zato smo jih 
poskušali imeti nenehno na ledu (morebitna aktivacija celičnih proteaz). Homogeno 
mešanico smo nato prelili v čašo ter jo sonificirali v hladni sobi – petkrat po 20 sekund 
pri moči 50 W. Tudi v tem koraku smo poskrbeli, da so celice na ledu. Sledilo je 
centrifugiranje na 20 minut pri  22.000 g in 4 °C. Naš protein se je nahajal v supernatantu. 
Vzorec smo prenesli smo v čašo in prefiltrirali skozi 0,45 µm PVDF filter.  
Sledil je nanos na Ni-afinitetno kolono. S pomočjo peristaltične črpalke smo najprej sprali 
kolono z destilirano vodo (10× volumen kolone) in nastavili pretok na 1 mL/min. Nato 
smo kolono sprali še z enakim volumnom vezavnega pufra za Ni-afinitetno 
kromatografijo. Nato smo črpalko ustavili, prestavili cev v vzorec, in z enako hitrostjo 
nanesli ves vzorec na kolono. Ko smo ves vzorec spustili čez kolono, smo pretok prekinili 
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(da ne bi v kolono posrkali zraka), ter kolono prestavili v hladilnik do stopnje čiščenja 
vzorca. 
Tehnika, s katero smo očistili vzorec se imenuje IMAC (angl. immobilized metal affinity 
chromatography). Pri tej metodi smo izkoristili imobiliziran kovinski ion v koloni za 
vezavo histidinske oznake na našem proteinu. Ta je dovolj majhna, da ne vpliva na zvitje 
proteina ali njegovo funkcijo. Nikljevi ioni (Ni2+) so v koloni močno imobilizirani s 
kelatorskim agentom NTA (nitrilotriocetna kislina). Histidinski ostanki pri nevtralnem 
pH niso nabiti in lahko v kompleksu izpodrinejo molekule vode ter se kompleksirajo na 
nikljev ion. Izpodrinemo jih tako, da čez imobilizirano fazo spustimo tekočino, ki vsebuje 
ligande, ki se močneje vežejo v tak kompleks – v našem primeru imidazol [zbrano v viru 
44].  
IMAC smo izvedli s pomočjo aparature ÄKTA P920 FPLC. Uporabili smo dva pufra: 
vezavni pufer A za Ni-afinitetno kromatografijo (vsebuje 20 mM imidazol) in elucijski 
pufer B (vsebuje 250 mM imidazol). Naprava je nato spustila čez kolono pufra v takšnem 
razmerju, da je koncentracija imidazola gradientno narasla od 20 mM (100% pufra A, 0% 
pufra B) do 250 mM (0 % pufra A, 100 % pufra B). Eluat smo zbirali v 
mikrocentrifugirkah po 1 mL in spremljali intenziteto absorbanco pri 280 nm. Obdržali 
smo le frakcije, ki so vsebovale največ proteina. 
Sledila je menjava pufra ter koncentriranje vzorca. To smo naredili s pomočjo 50 mL 
filtrov za ultracentrifugiranje Amicon-Ultra 15 in dializnim pufrom. Vzorec smo prenesli 
v filter ter ga dopolnili do vrha z dializnim pufrom. Nato smo izvedli centrifugiranje na  
4 °C ter 5.000g. Centrifugirali smo le po nekaj minut in vedno znova dopolnili filter z 
dializnim pufrom. Uporabili smo petkratno količino pufra v primerjavi s količino vzorca. 
Ko smo porabili ves dializni pufer, smo preostalemu vzorcu v filtru pomerili 
koncentracijo proteina s pomočjo naprave NanoDrop. Ko smo dosegli vrednost 
𝐴280 𝑛𝑚 ≅ 1, smo vzorec odlili iz filtra in ga v alikvotih po 500 µL shranili na -20 °C. To 
smo ponovili za vse štiri mutante. 
3.2.4 Aktivacija mutantov prokatepsina B 
Pripravljene mutante prokatepsina B smo morali pred izvedbami meritev najprej 
aktivirati. To smo dosegli z izpostavitvijo proteina kislim pogojem. Prav tako smo z DTT 
zagotovili primerno okolje, da se je protein lahko aktiviral. V mikrocentrifugirko smo 
odpipetirali skoncentriran prokatepsin B, ter dodali 4% (V/V) 2M NaOAc (pH 3,9) in 
DTT do končne koncentracije 5 mM. Mešanico smo stresali na 37 °C, ter vsakih 10 minut 
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spremljal aktivnost encima. Slednjo smo spremljali s pomočjo naprave Luminiscence 
Spectrometer LS50B, preko katerega smo spremljali fluorescenco.  
Fluorescenca je pojav, kadar molekula, vzbujena z določeno svetlobo valovne dolžine, 
preide v višje energijsko stanje in to energijo nato odda v obliki radiacije – svetlobe z 
določeno valovno dolžino. Molekulo, ki je sposobna fluorescence, imenujemo fluorofor, 
v katerem prihaja do prehodov elektronov v višja energijska stanja. Vzbujeni elektroni 
nato pri prehajanju v osnovni energijski nivo oddajajo energijo. Zaradi Stokesovega 
premika je valovna dolžina emitirane svetlobe vedno višja od valovne dolžine 
ekscitacijske svetlobe. Opisani pojav izkoriščamo s pomočjo fluorimetrije oz. napravo 
imenovano fluorimeter. Le-ta obseva vzorec z določeno valovno dolžino, ter nato 
spremlja absorbanco točno določene valovne dolžine [45]. 
Z uporabo zgoraj opisane metode lahko kvantificiramo aktivnost katepsina B, če 
uporabimo substrat, na katerega je vezan fluorofor. V našem delu smo uporabili substrat 
Z-FR-AMC. Gre za molekulo, ki vsebuje karboksibenzilno zaščitno skupino, dipeptid 
fenilalanin-arginin ter fluorofor 7-amino-4-metilkumarin (AMC), ter je prav tako substrat 
za katepsin B. Encimska cepitev sprosti molekulo AMC, katera ob ekscitaciji s svetlobo 
valovne dolžine 370 nm emitira spekter svetlobe z vrhom pri valovni dolžini približno 
455 nm [46,47]. 
V kiveto smo dodali 2000 µL 50 mM fosfatnega pufra pH 6,0 (50 mM Na-fosfat, 1 mM 
EDTA; pH 6,0), 5 µL 1 M DTT, 5 µL 2 mM substrata Z-FR-AMC ter magnetno mešalo. 
Na napravi smo nastavili valovno dolžino vzbujevalne svetlobe 370 nm ter valovno 
dolžino emisijske svetlobe na 455 nm. Podatke smo zajemali 120 sekund v intervalih po 
0,2 sekunde. Kiveto smo vstavili v napravo, ter pognali meritev fluorescence takoj ob 
dodatku alikvota raztopine encima (0,5 µL). Graf je prikazoval naraščanje intenzitete 
fluorescence s časom, kar korelira z nastajanjem produktov, ki fluroescirajo. Slednji 
nastanejo zaradi cepitve Z-FR-AMC, za katero pa je odgovoren katepsin B. Več molekul 
katepsina B je bilo aktivnih, več substrata se je razgradilo, več produktov je fluoresciralo, 
višja je bila intenziteta fluroescence, ki smo jo zaznali z napravo. Meritve smo ponavljali 
na vsakih 10 minut tako dolgo, dokler ni naklon premice nehal naraščati – takrat smo 
protein maksimalno aktivirali. Encim smo prenehali stresati na 37 °C, ter ga prestavili na 
-20 °C. 
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3.2.5 Kinetične meritve 
Aktivnost vseh oblik katepsina B smo spremljali z merjenjem fluorescence, ki je 
sorazmerna s količino produkta, ki nastane pri cepitvi substrata Z-FR-AMC. Mutante smo 
izpostavili različnim pogojem (različne koncentracije glikozaminoglikana, substrata, 
male molekule) in s primerjavo rezultatov izpeljali zaključke. 
3.2.5.1 Analiza vezave heparina na mutante katepsina B 
Uporabili smo tri pufre: 
• 50 mM acetatni pufer, sestavljen iz 50 mM NaOAc in 1 mM EDTA, pH 4,5  
(v nadaljevanju acetatni pufer pH 4,5), 
• 50 mM fosfatni pufer, sestavljen iz 50 mM Na-fosfata in 1 mM EDTA, pH 6,0 
(v nadaljevanju fosfatni pufer pH 6,0), 
• 50 mM fosfatni pufer, sestavljen iz 50 mM Na-fosfata in 1 mM EDTA, pH 7,2  
(v nadaljevanju fosfatni pufer pH 7,2). 
Izvedli smo meritve v štirih delih, za vsakega mutanta katepsina B. Znotraj vsakega dela 
smo izvedli tri serije meritev, za vsak uporabljen pufer (glej zgoraj). Pri meritvah za vsak 
pH smo izvedli deset meritev. V kiveto smo odpipetirali 5 µL 1M DTT (končna 
koncentracija 2,5 mM), 10 µL 2 mM substrata Z-FR-AMC (končna koncentracija 10 
µM), ustrezen volumen heparina s koncentracijo 2 oz. 20 mg/mL (do končne 
koncentracije 50 µg/mL), ter dopolnili do 1998 µL. Takšne območje koncentracije 
heparina smo uporabili zaradi ugotovitev v magistrski nalogi [40]. Vse kemikalije smo 
tekom eksperimenta skrbno hranili na ledu. Na napravi smo nastavili valovno dolžino 
vzbujevalne svetlobe 370 nm, ter valovno dolžino emisijske svetlobe na 455 nm. Podatke 
smo zajemali 120 sekund v intervalih po 0,2 sekunde. Kiveto smo vstavili v napravo, ter 
pognali meritev fluorescence takoj ob dodatku 2 µL 100× redčenega ustreznega encima 
(končna koncentracija v kiveti okrog 1 nM). Volumni encima, heparina in pufra so 
prikazane v spodnji tabeli 11, volumni DTT, substrata in encima pa so bili konstantni, 
zato so ti zaradi lažje preglednosti izpuščeni. Podatke smo zajeli s programom FL WinLab 
in jih kasneje obdelali. 
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Tabela 11: Mešanice vzorcev za analizo vezave heparina na mutante katepsina B. 
Tabela prikazuje volumne heparina in pufra dodane v kiveto v fluorimetru, ter končno 
koncentracijo heparina v kiveti. Predstavljeni so podatki za enega mutanta encima pri enem pH.  
Chep-začetna 
[mg/mL] 
Št. vzorca Vheparin [µL] Vpufer [µL] chep-končna [µg/mL] 
2 
1 0 1983 0 
2 0,5 1982,5 0,5 
3 1 1982 1 
4 5 1978 5 
5 10 1973 10 
6 15 1968 15 
20 
7 2 1963 20 
8 3 1953 30 
9 4 1943 40 
10 5 1933 50 
 
3.2.5.2 Določanje mehanizma delovanja male molekule na katepsina B divjega tipa 
V tem delu smo najprej preverili, katere izmed molekul sploh kakorkoli delujejo na 
katepsin B divjega tipa. Pripravili smo dve kiveti: v prvo smo dali 5 µL 1 M DTT, 10 µL 
2 mM substrata Z-FR-AMC ter s pufrom dopolnili do 1995 µL, v drugo pa smo dodali še 
10 µL 100 mM raztopine male molekule (ustrezno manj pufra). Vse male molekule smo 
raztopili v vodi, razen kavno kislino v DMSO (je netopna v vodi). Vsaki smo po minuti 
mešanja dodali 5 µL 250 nM encima ter pomerili aktivnost. S primerjavo naklonov krivulj 
smo lahko takoj sklepali ali spojina učinkuje na katepsin B (spremenjena aktivnost). 
Ko smo določili aktivne spojine, smo interakcijo s katepsinom B natančneje 
okarakterizirali. Pripravili smo tri serije enajstih meritev, vsako z različno končno 
koncentracijo substrata: 10, 20 in 30 µM. V kiveti smo zamešali 5 µL 1 M DTT, 10/20/30 
µL 2 mM substrata Z-FR-AMC, ustrezen volumen male molekule s koncentracijo 100 
mM (do končne koncentracije 2 µM), ter dopolnili do 1995 µL. Po minuti mešanja smo 
dodali 5 µL 250 nM encima in pomerili aktivnost. Natančni volumni so prikazani v tabeli 
12; volumna DTT in encima sta bila konstantna zato sta zaradi lažje preglednosti 
izpuščena. Podatke smo zajeli s programom FL WinLab in jih kasneje obdelali.   
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Tabela 12: Mešanica vzorcev za določanje mehanizma delovanja male molekule na 
katepsina B divjega tipa. Tabela prikazuje volumne male molekule (VMM), pufra (Vp) in 
substrata dodane v kiveto v fluorimetru, ter končne koncentracije male molekule v kiveti 
(CMM-končna). Založna koncentracija raztopine male molekule je bila 100 mM.  
 Volumen 2 mM substrata [µL]   
 10 20 30   
Št. vzorca Vp [µL] Vp [µL] Vp [µL] VMM [µL] CMM-končna [mM] 
1 1980 1970 1960 0 0 
2 1979,5 1969,5 1959,5 0,5 0,025 
3 1979 1969 1959 1 0,05 
4 1977 1967 1957 3 0,15 
5 1975 1965 1955 5 0,25 
6 1972 1962 1952 8 0,4 
7 1970 1960 1950 10 0,5 
8 1965 1955 1945 15 0,75 
9 1960 1950 1940 20 1 
10 1950 1940 1930 30 1,5 
11 1940 1930 1920 40 2 
3.2.6 Računalniške metode 
3.2.6.1 Predstavitev 3D-strukture 
Za 3D prikaz strukture proteina smo uporabili računalniški program UCSF Chimera 
(University of California, San Francisco). Slednji omogoča predstavitev struktur 
proteinov, ki jih so dostopni v bazi podatkov RCSB PDB v različnih formatih.  
3.2.6.2 Obdelovanje podatkov, pridobljenih s kinetičnimi meritvami 
Vezavno mesto heparina ter analizo vezave male molekule na mutante katepsina B smo 
spremljali posredno preko fluorescence. Podatke, zajete z napravo Luminiscence 
Spectrometer LS50B, smo sprejeli s programom FL WinLab, kjer smo dobili naklone 
posameznih krivulj. Nato smo jih prenesli v program GraphPad Prism 5, kjer smo 
rezultate podrobeje analizirali z uporabo v nadaljevanju opisane teorije encimske 
kinetike. 
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3.3 Teorija encimske kinetike 
3.3.1 Določanje Michaelis-Mentenine konstante (Km) 
Michaelis-Mentenina konstanta nam pove kolikšna mora biti koncentracija substrata, da 
dosežemo polovico maksimalne hitrosti reakcije, ki jo izvaja encim [48]. Določimo jo 
tako, da na graf nanesemo dobljeno relativno encimsko aktivnost v odvisnosti od 
koncentracije substrata, nato pa s pomočjo nelinearne regresije na točke prilegamo enačbo 
2. 





Oznake v enačbi: 𝑣0 predstavlja začetno hitrost reakcije, 𝑉𝑚𝑎𝑥 je hitrost reakcije ob 
nasičenju s substratom, [𝑆] je koncentracija substrata, 𝐾𝑚 pa Michaelisova konstanta. 
3.3.2 Mehanizmi interakcije 
Modifikator lahko na encim deluje kot inhibitor ali aktivator – v tem delu smo se 
osredotočili na inhibicijo. Inhibitor se lahko na encim veže kovalentno (ireverzibilni) ali 
pa nekovalentno (reverzibilni). Reverzibilne inhibitorje nadalje delimo na linearne oz. 
popolne, kar pomeni, da kompleks encim-inhibitor ni več katalitično aktiven, ter 
hiperbolične oz. delne, kar pomeni, da kompleks ne izgubi katalitične aktivnosti 
popolnoma [48]. Splošni model prikazuje shema na sliki 6. 
 
Slika 6: Splošni reakcijski model mehanizmov interakcije modifikatorja z encimom. 
E označuje encim, A modifikator, S substrat, KS in KA ravnotežne konstante, kcat katalitično 
konstanto, α in β pa koeficiente, ki določata način interakcije modifikatorja z encimom [povzeto 
po 49].  
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Zgornjo shemo opisuje enačba 3, parametra 𝛼 in 𝛽 pa lahko zajameta vrednosti, zajete v 
tabeli 13. Te vrednosti določajo tip interakcije, ki je lahko linearen ali hiperboličen, ter 
za vsako vrsto kompetitiven, akompetitiven, nekompetitiven ali mešan [50]. Vrednost 𝐾𝐴 
v nadaljevanju imenujemo 𝐾𝐷 in jo opisujemo kot konstanto disociacije modifikator-
encim. 
Enačba 3: Enačba specifične hitrosti za določitev mehanizma interakcije 

























𝑣0 označuje začetno hitrost reakcije brez dodatka preiskovane spojine, 𝑣𝐴 hitrost ob 
dodatku spojine, [𝐴] koncentracijo preiskovane spojine, 𝛼 in 𝛽 sta parametra specifična 
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Tabela 13: Posamezne vrednosti α in β za določitev mehanizma interakcije 
preiskovane spojine z encimom. 







kompetitivna 𝛼 → ∞ 𝛽 = 0 
akompetitivna 𝛼 → 0; 𝐾𝐴 → ∞ 𝛽 = 0 
mešana 1 < 𝛼 < ∞ 𝛽 = 0 









 kompetitivna 1 < 𝛼 < ∞ 𝛽 = 1 
akompetitivna 0 < 𝛼 < 1 0 < 𝛽 < 1; 𝛽 = 𝛼 
mešana 1 < 𝛼 < ∞ 0 < 𝛽 < 1 
nekompetitivna 𝛼 = 1 0 < 𝛽 < 1 
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3.3.3 Karakterizacija interakcije modifikatorja z encimom 
Po določitvi mehanizma smo še okarakterizirali interakcijo preiskovane spojine. 
Uporabili smo več različnih modelov nelinearne regresije za prileganje podatkom, glede 
na način interakcije. Tabela 14 prikazuje pomene spremenljivk in parametrov v sledečih 
enačbah. 
Tabela 14: tabela pomenov spremenljivk, parametrov in koeficientov v enačbah od 
4 do 6 
Oznaka Pomen 
𝒗𝟎 Hitrost reakcije v odsotnosti modifikatorja 
[𝑨] Koncentracija modifikatorja 
𝑲𝑫 Ravnotežne konstante disociacije encim – modifikator 
𝝈 Količnik med koncentracijo substrata in KM 
𝜶 Specifičen parameter za tip interakcije 
𝜷 Specifičen parameter za tip interakcije 
𝑲𝒊𝒖 Inhibitorna konstanta za akompetitivno inhibicijo 
𝒗𝒛 Začetna hitrost 
𝒗𝒔 Hitrost v ravnotežnem stanju 
𝒕 Čas  
𝒌𝒂 
Konstanta prvega reda za vzpostavitev ravnotežja med encimom, 
inhibitorjem in njunim kompleksom EI (ob določeni koncentraciji 
inhibitorja in substrata) 
 
  
Karakterizacija interakcije heparina s katepsinom B z mestno-specifično mutagenezo, Blaž Lebar 
33 
• Hiperbolična akompetitivna inhibicija 
Z upoštevanjem pogoja 𝛼 = 𝛽 (glej tabelo 13) za hiperbolično akompetitivno inhibicijo 
lahko splošno enačbo 3 preoblikujemo v enačbo 4. 
Enačba 4: Enačba za hiperbolično akompetitivno inhibicijo.  
𝑣𝐴 = 𝑣0 ∗




𝜎 ∗ (1 +
[𝐴]
𝛼 ∗ 𝐾𝐷




• Linearna akompetitivna inhibicija  
Z upoštevanjem pogojev v tabeli 13 za linearno akompetitivno inhibicijo lahko splošno 
enačbo 3 preoblikujemo v enačbo 5. Konstanta 𝐾𝑖𝑢 je ekvivalentna konstanti 𝐾𝐷, njeno 
poimenovanje je le prilagojeno dotični inhibiciji. 
Enačba 5: Enačba za linearno akompetitivno inhibicijo. 
𝑣𝐴 =
𝑣0 ∗ (1 + 𝜎)





• Inhibicija s počasno vezavo [51] 
Enačbo 6 uporabimo v primeru, kadar je vezava modifikatorja in posledična inhibicija 
encima počasen proces. Mehanizem ločimo na dve hitrosti: začetno (𝑣𝑧), ki je bolj strma, 
ter hitrost v dinamičnem ravnotežju oz. »steady-state« (𝑣𝑠). Nujen pogoj za uporabo tega 
modela je presežna totalna koncentracija inhibitorja v primerjavi s celotno koncentracijo 
encima – [𝐼]𝑡 ≫ [𝐸]𝑡. [𝑃] označuje koncentracijo nastalega produkta, 𝑡 čas, 𝑘𝑎 pa 
konstanto prvega reda za vzpostavitev ravnotežja med encimom, inhibitorjem in njunim 
kompleksom. 
Enačba 6: Enačba za inhibicijo s počasno vezavo. 
[𝑃] =  𝑣𝑠 ∗ 𝑡 +
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Priprava mutantov rekombinantnega človeškega katepsina B 
Z mestospecifično mutagenezo smo pripravili štiri vektorje z zapisom za mutante 
človeškega katepsina B, s katerimi smo transformirali kompetentne E. coli XL1 Blue. Po 
namnožitvi smo iz njih izolirali plazmidno DNA.  
Na sliki 7 je prikazana površina proteina pred (levo) in po trojni mutaciji – 
K141A+K130A+R85A (desno). Z rdečo je označen presežek negativnega naboja, z 
modro pa pozitivnega. Vidimo, da so naše mutante praktično odstranile s puščico 
označeno površino s presežkom pozitivnega naboja, ki bi naj bil odgovoren za vezavo 
heparina. 
 
Slika 7: Prikaz površine katepsina B divjega tipa (levo) in trojnega mutanta – 
R85A+K130A+K141A (desno). Z rdečo površino je prikazan presežek negativnega naboja, z 
modro pa pozitivnega. Območje mutacije je nakazano z rdečo puščico. Uporabljen je vnos s PDB 
oznako 2IPP [21]. 
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S plazmidi smo transformirali ekspresijski sev E. coli Rosetta-Gami 2(DE3)pLysS. Celice 
smo namnožili ter inducirali izražanje mutantov katepsina B z IPTG. Izražanje smo 
preverili tako, da smo odvzeli vzorec kulture pred in po indukciji ter ga analizirali z 
NaDS-PAGE. Primer rezultata prikazuje slika 8. Na njej lahko vidimo močnejšo liso po 
indukciji pri velikosti ~ 35 𝑘𝐷𝑎, kar ustreza velikosti rekombinantnega človeškega 
prokatepsina B (izračunana masa glede na zaporedje je 37,83 kDa).  
 
Slika 8: Slika rezultata analize PAGE pred in po indukciji izražanja mutantov 
K141A+K130A. Prvi stolpec je standard (ST) z označenimi velikostmi v kDa levo, nato pa 
sledita stolpca s celičnim lizatom pred (levo) in po indukciji (desno). Rdečo polje označuje 
velikost, ki ustreza našemu rekombinantnemu prokatepsinu B, ki se evidentno močneje izraža po 
indukciji. 
Mutante prokatepsina B smo izolirali iz topne frakcije celičnega lizata z Ni-afinitetno 
kromatografijo. Po uspešni izolaciji ter odstranitvi imidazola z zamenjavo pufra smo 
končnim vzorcem izmerili koncentracijo proteinov. Izkoristek izražanja za vsakega 
mutanta posebej je predstavljen v tabeli 15. Vsi izkoristki so visoki, zato optimizacija ali 
ponovitev ni bila potrebna, prav tako smo imeli več kot dovolj encima za vse meritve. 
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Tabela 15: Izkoristek izražanja posamezne mutante katepsina B. 






Izolirane mutante prokatepsina B smo aktivirali z avtoaktivacijo v kislem reducirajočem 
okolju (pH 3,9 pri 37 °C). Potek aktivacije smo spremljali z merjenjem encimske 
aktivnosti z uporabo substrata Z-FR-AMC. Ko je aktivnost nehala naraščati, smo 
aktiviran encim shranili pri -20 °C.  
4.2 Kinetika vezave heparina  
Izvedli smo meritve, kjer smo spremljali encimsko aktivnost pri treh različnih pH in 
naraščajočih koncentracijah heparina (opisano v poglavju 3.2.5.1). Eksperimentalnim 
krivuljam smo z linearno regresijo določili naklone, ki so sorazmerni hitrosti reakcije in 
jih normalizirali znotraj vsake serije meritev. Za vsakega mutanta smo nato za vsak pufer 
narisali graf preostale encimske aktivnosti 
𝑣𝐴
𝑣0
 v odvisnosti od koncentracije heparina. 
Vsem serijam meritev smo prilegali enačbo za hiperbolično akompetitivno inhibicijo, saj 
je znano, da heparin na katepsin B deluje po tem mehanizmu [40]. Točke in prilegane 
krivulje so prikazane na sliki 9. Hkrati smo določili vrednosti KD za vsakega mutanta 
katepsina B v vseh treh pufrih. Vrednosti so zbrane v tabeli 16. 
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Slika 9: Titracijski diagrami za mutante katepsina B s heparinom. Naslovi grafov so 
označen nad njimi. Pufri za označen pH so imenovani v poglavju 3.2.5.1. Krivulja, ki povezuje 
točke, je prilegana po enačbi 4, preko katere smo tudi določili vrednosti KD.  
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Tabela 16: Tabela določenih vrednosti KD za vse mutante katepsina B pri treh pH 
vrednostih. Pri enojnih mutantih in divjem tipu (osenčeno) so vrednosti bile določene pri [40] 
in [41]. V oklepajih so podana razmerja v primerjavi z vrednostjo KD divjega tipa pri enakem pH. 
 pH pufra 
 4,5 6,0 7,2 
Mutant KD [µg/mL] 
K141A+K130A+R85A 5,8 ± 2,1 (2,9) 12,1 ± 1,2 (11) 3,1 ± 0,7 (0,4) 
K141A+K130A 4,4 ± 1,8 (2,2) 12,9 ± 10,4 (11,7) 8,1 ± 1,8 (1) 
K141A+R85A 3,5 ± 1,3 (1,8) 11,4 ± 7,7 (10,4) 14,4 ± 7,3 (1,8) 
K130A+R85A 4,2 ± 2,1 (2,1) 5,5 ± 2,0 (5) 10,1 ± 5,5 (1,3) 
R85A [41] 2,4 ± 0,9 (1,2) 11,3 ± 8,3 (10,3) 28,0 ± 14,8 (3,5) 
K130A[40] 12 ± 2 (6) 15 ± 2 (13,6) 15 ± 6 (1,9) 
K141A[40] 4,2 ± 0,8 (2,1) 11 ± 2 (10) 20 ± 10 (2,5) 
Divji tip[40] 2 ± 1 1,1 ± 0, 3 8 ± 2 
 
Vidimo, da v vseh primerih heparin še vedno inhibira katepsin B, v nekaterih primerih 
celo nekoliko bolje kot pri enojnih mutantih iz virov [40] in [41].  
Mutanta K130A in K141A sta pri [40] kazala do 10-krat nižjo afiniteto vezave heparina, 
a se efekt pri dvojnemu mutantu K141A+K130A ni potenciral.  
Mutant R85A [41] je kazala podoben potencial, vendar nam nobena kombinacija dvojnih 
mutantov z njo ni dala velikega efekta.  
Mutant K141A+R85A se je obnašal podobno kot enojni, medtem ko je mutant 
K130A+R85A pokazal celo rahlo višjo afiniteto vezave.  
Trojni mutant, kateri bi morala pokazati največji efekt, se je prav tako izkazala za 
neučinkovitega. Efekti inhibicije so v podobnih rangih kot enojni mutanti, ali celo  
manjši – višja afiniteta.  
V primerjavi z divjim tipom so vsi mutanti izkazovale nižjo afiniteto do heparina za vsak 
pH (razen trojni mutant pri pH 7,2), vendar premalo, da bi lahko nedvoumno potrdili 
vezavno mesto. Heparin se je v neki meri še vedno vezal in inhibiral katepsin B, kar 
pomeni, da to mesto morda ni tisto, preko katerega deluje heparin. Prav tako lahko 
vidimo, da je efekt mutacij (nižja afiniteta oz. višji KD) najbolje viden pri vrednosti pH 
6,0, medtem ko je pri obeh skrajnostih v večini primerov dokaj podoben vrednosti KD pri 
katepsinu B divjega tipa.  
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Naše hipoteze tako nismo uspeli potrditi. Prav tako še vedno nismo potrdili, ali se heparin 
veže le na eno vezavno mesto ali obe. Predlagamo, da se izvede več kombinacij mutantov 
na predlaganih mestih [36] in izvede podobne kinetične meritve. Prav tako je vredno 
poizkusiti z raziskavo potencialnega vezavnega mesta za heparin na zaporni zanki [38]. 
V primeru nepopolnih rezultatov pa predlagamo kristalizacijo katepsina B v kompleksu 
s heparinom, ki bo dala celotno strukturo.  
4.3 Vpliv kavne kisline na aktivnost katepsina B 
V tem delu smo preverili, ali lahko male molekule, ki so kot heparin negativno nabite, 
delujejo kot modifikatorji katepsina B. Nabor malih organskih molekul (navedene v tabeli 
7) smo analizirali na divjem tipu katepsina B. Izvedli smo eksperiment, kjer smo ob 
dodatku male molekule določili, ali je aktivnost encima spremenjena v primerjavi z 
aktivnostjo brez dodatka te spojine (kot je opisano v poglavju 3.2.5.2). Kot aktivna se je 
izkazala le kavna kislina (delovala je kot inhibitor), v vseh ostalih primerih je bila hitrost 
reakcije enaka. Vpliv kavne kisline smo natančneje okarakterizirali s poudarkom na 
mehanizem vezave.  
Vezava kavne kisline je bila počasen proces, kjer je hitrost reakcije od začetka 
eksponentno upadala, dokler ni bilo doseženo dinamično ravnotežje [51]. Podatke smo 
zato obdelali z nelinearno regresijo, s pomočjo enačbe 6 za inhibicijo s počasno vezavo. 
Uporabili smo le hitrosti v ravnotežnem stanju in jih normalizirali glede na začetno.  
Iz poteka titracijskih krivulj pri dveh različnih koncentracijah substrata (slika 10) smo 
ugotovili, da kot v primeru katepsina C [52] kavna kislina deluje kot linearen 
akompetitivni inhibitor. Titracijski krivulji smo analizirali z ustrezno enačbo in določili 
vrednost 𝐾𝑖𝑢 = 110 ± 10 𝜇𝑀. 
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Slika 10: Titracijski diagram katepsina B s kavno kislino. Na točke je prilegana 
enačba za linearno akompetitivno inhibicijo 5. Prikazane so točke pri dveh različnih 
koncentracijah substrata oz. vrednosti σ. 
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5 Zaključek  
V okviru magistrskega dela smo najprej želeli nedvoumno pokazati vezavno mesto 
heparina na katepsin B, ki se najbrž s svojim presežkom negativnega veže na pozitivno 
nabite površine katepsina B. Z obetavnimi rezultati Klofutarja [49] in Kosa [40] smo 
skombinirali enojne mutante, ter tako pripravili tri dvojne in enega trojnega mutanta iz 
aminokislinskih ostankov R85, K130 in K141 v alaninski ostanek. S kinetičnimi 
meritvami smo pokazali, da je afiniteta vezave manjša v primerjavi z divjim tipom 
katepsina B, vendar primerljiva z vrednostmi enojnih mutantov. Iz tega sklepamo, da so 
ta mesta pomembna za vezavo heparina, ne pa edina, ali pa da morda to ni mesto, preko 
deluje heparin. Vezavno mesto heparina na katepsin B tako žal še vedno ni nedvoumno 
pokazano. Za nadaljnje delo predlagamo kombinacijo mutacij mest R85, K86, K130, 
K141, K144 na L domeni, ter R235 ter R252 na R domeni. Prav tako menimo, da bi bilo 
smiselno raziskati potencialno vezavno mesto za heparin na zaporni zanki katepsina B, 
natančneje H111. Vezavno mesto bi lahko brez kakršnekoli nejasnosti tudi pokazali s 
kristalizacijo ter določitvijo 3D strukture katepsina B z vezanim heparinom.  
V drugem delu smo poskusili identificirati male organske molekule, ki so, kot heparin, 
negativno nabite in bi lahko na divji tip katepsina B delovale podobno kot heparin. Efekt je 
izkazovala le kavna kislina, katero smo okarakterizirali kot linearni akompetitivni inhibitor 
katepsina B, z vrednostjo 𝐾𝑖𝑢 = 110 ± 10 𝜇𝑀. 
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